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偽膜性大腸炎, 抗生 物質関連腸炎の 原因菌 である C 血血 撼如 侶 薇靴薇 (C 萌蹄 繭) の 糖発酵性状 の 特性 を多数の 南棟を
用い て解析 し, さ ら に糖発酵性状 の 不安定性を解明す べく菌 の 増殖, 糖の 利用, 代謝 産物と して の 有機酸産生 , ア ン モ
ニ ア 産
生 に つ い て検討 し た. また , 本菌 の毒素原性を遺伝子 レ ベ ル で解析 し, 糖発酵性状 と の 関係を併せ検討 した ･ 糖発酵性状の 特
性 を解析す る ため に , C.d酢 よ∫e lOO菌株(細胞毒性陽性60菌株 , 同陰性4 0南棟) に つ い て , 28種類の 糖 に対する発酵性状 を ,
ペ プ ト ン一案天 一 基礎培地を用い て 検討 した . フ ル ク ト ー ス , グ ル コ ー ス , マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ ー ス , メ レ チ ト
ー ス , ソ ル
ビ ト ー ル の 発酵性状 の 判定 に は 2 日 間の 培養で充分であ っ た (即時発酵糖). しか しなが ら, キ シ ロ
ー ス , リ ボ
ー ス
, サ リ シ
ン , ト レ ハ ロ
ー ス の 発酵性状の 判定 に は 7日 間, セ ロ ビオ ー ス の 場 合に は14日間の 培養を要 した (遅延発酵糖)･ 駁 1613株を
用い て 即時発酵糖 である グ ル コ け ス , お よ び上 述の 遅延発酵糖 に つ い て 菌の 増殖, 糖の 消 乳 有機酸お よ び ア ン モ
ニ ア 産生 性
を前還元嫌気滅菌基礎培地を用 い て検討 し, 遅延発酵の 特性 に つ い て解 析 した. 遅延発酵糖は , そ の 存在下 にお ける菌 の 増殖
パ タ ー ン に より, 培養 1 日目 に, グ ル コ ー ス よ り劣る もの の , 明 らか な増殖を認め る 群(キ シ ロ
ー ス , リ ボ ー ス , サ リ シ ン),
培養 2 日 目以 降に増殖が認 め ら れ る 群(ト レ ハ ロ
ー ス , セ ロ ビ オ
ー ス) の 2群 に分けら れ た ･ 糖の 消費 は薗の 増殖を ほ ほ 反映
し, 培養 2 日目で グ ル コ ー ス は 全て が消費さ れ, 遅延発酵糖 に つ い て は , 前者で は, 37
､ 51 % が残存 し, 後者で は85 % 以 上 が
残存 して い た . また 7 日 日 に おい て は , サ リ シ ン は100 % が消費 され たが , 他 の 遅延発酵糖に つ い て は , 17
～ 58 % が残存 して
い た . 即時発酵糖である グル コ ー ス 添加培地に お ける 総酸産生量 (ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に より測定 した 有機酸 の 総量) は
培養2 日 目ま で は培養時間 と共に増加 した が , 培養 7 日目の 値 は培養 2 日目と ほ ぼ 等 しか っ た ･
一 方 , 遅延発酵糖添加培地 に
おけ る総酸産生量 は培養 2 日目 より 7 日目の 方が 多く, か つ グル コ
ー ス の 場 合よ りも多か っ た ･ 個々 の 酸に つ い て は乳酸の 産
生 が グ ル コ ー ス の 場 合に の み 明確 に認め られ た . ア ン モ ニ ア の 産生 は培養2 日目お よ び 7 日 目の い ずれ に お い ても グ ル コ
ー ス
添加培地で は少 な か っ た . 培養菌液中の 総酸濃度か らア ン モ ニ ア 濃度 を 減 じた借 (△酸濃度) と培養菌液の pIlの 関係を解析
し模擬線と比較検討 した と こ ろ, 回帰直線は遅延発酵糖添加の 場合に比 べ , グル コ
ー ス 添加の 場合, よ り模擬線 に近似 して い
た . 更 に, ト キ シ ンA, トキ シ ンB遺伝子の 存在を P C R法 に て検索 し, 遺伝子 レ ベ ル での 毒素原性と糖発酵性状 の 関係を解析
した . 細胞毒性陽性60菌株中59菌株 に ト キ シ ンA, トキ シ ンB両遺伝子 が検出さ れ , 残り 1菌株に は トキ シ ンA遺伝子 は検出
さ れ た が , トキ シ ンB遺伝子は検出さ れ な か っ た∴ 一一 方, 細胞毒性陰性の 40菌株で は 両遺伝子い ず れ も検出さ れ な か っ た ･ し
た が っ て , 表現形質 ヒの 毒素原牲 と ソ ル ビ ト ー ル 発酵性に 見ら れ た関係が (細胞毒性陽性株の 圧 倒的多数が ソ ル ビト
ー ル 発酵
陽 性), 同時に 遺伝子 レ ベ ル で の 毒素原性と ソ ル ビト
ー ル 発酵性の 関係に お い てもみ られ た ･
Key w o rds Clostridiu mdi#icile,S ugar,fer m e ntatio n,tOXin,P C R
C わぶrγfdf〝椚 d析cfJβ(C. d炉cfJg) は 偽膜性大腸炎, 抗 牛物質関
連腸炎の 原因歯であり , 主病 原因ナは 2 種類の 毒素, ト キ シ ン




本菌 の 糖発酵性状 は , 他の C わざわイdわ仰 歯種 と 同様 , 同定 に
際 し重要であ り, 本菌が 最初 に報告 され た 時点で記載さ れ て い
る
:1)
. smith ら4)は臨床分離株, Hafiz ら
5)は 新生 児お よ び 成人 糞
便か ら本菌 の 分離 を試 み , 保存株をも含め相当数の 菌株 に つ い
て糖発酵性状 を検討 して い るが , そ れ ら の 成績 に は幾 つ か の 相
違点が み ら れ る.
細 菌同定 に際 し最も重要 な Bergey マ ニ ュ ア)t/ (Be rgey
'
s
m an ualofsyste m atic ba cteri0log y)
6)で は糖 発酵性状 に つ い て詳
細 に 記載さ れて お り 菌種同定 に際 しイりJな性状 と な っ て い る .
しか しなが ら , C. 勅勘擁 に関し て は 発酵 吋能糖 の 多く に つ い
て , 6卜 89 %の 菌株が 陽牲 , ある い は60＼ 90
(光)の 阻棟が陰性と
さ れ て お り , こ れ らの 糖の 矧 酬到犬は 同定 に際 し実際的に は有
効で は ない .
細 菌の 糖 発酵性状が他 の 培養 ･ 生 化学性状 と関連す る こ と
は , しば し ば見 られ る現象である . α 励 履 加 机 物 併 称 邦 (C･
か叩桁毎押 那) の 芽胞形成は遅延発酵糖 である ラ フ イ ノ
ー ス 存在
下 で は 良好 であり, 耐熱性菌株 に は遅延発酵糖である セ ロ ビオ
ー ス
, サ リ シ ン 発酵陽性株が多い と さ れ て い る
7)R)
･ C･ 弟節c加
で は ソ ル ビ ト ー ル 発酵性状と毒素原性 との 間 に密接な関係が見
られ , 有毒 菌株 に は ソ ル ビ ト
ー ル 発酵 陽性株が多く無毒蘭株 に
平成8年11月 7日受付, 平成 8年11月22日受理
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-r edu c ed
an aer obic ally steri1iz ed;VPI, Ⅵrginiapolytechnicin stitute
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は同発酵陰性株 が多い こと が 知ら れて い る9卜11). しか し なが ら,
糖発酵性状 と遺伝子 レ ベ ル で の 毒素原性 と の 関係 は , 本 菌の 毒
素原性に閲 し遺伝子 レ ベ ル で の 解 析が 可能 にな っ た に もか か わ
らず12 卜 I S), 解析 さ れ て お らず課題と して 残さ れ て い る.
以上 を鑑 み, 本研究 で は C 萌鞠 繭 の 糖発酵性状 を, 多数の
菌株を用い て解析 し, 更に糖発酵性状 の 不安定性を解明す べ く
菌の 増殖 , 糖 の 利 札 代謝産物と して の 有機酸産生 , ア ン モ ニ
ア 産生 に つ い て検討 した . また, 本菌 の 毒素原性を遺伝子 レ ベ
ル で解析 し, 糖発酵性状と の 関係を併せ検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ. 使 用菌根
金沢大学医学部医学科微生物学講座保存の C 働恥 鮎 細胞毒
性陽性6 0菌軌 同陰性40菌株を用い た . こ れ ら の 菌株 の ほ と ん
どは , 著者の 研究室で健康成人お よ び抗生物質関連性下痢症患
者か ら分離され だ q叩
Ⅰ . 糖発酵性状試験
糖発酵性状試験 は , Naka shioら18)の 方法に より行 っ た . ペ プ
トン ー 寒天 一 基礎培地(2 % プロ テ オ ー ス ペ プ ト ンNo. 2(D 血)
I･abo r ato rie s, Detroit, U S A), 0.5 % NaCl, 0.05 % シス テ イ ン
ー 塩酸塩 一 水化物, 0.1%寒 天 , pⅢ7.2)3ml(12×115m m 小試
験管) に被験糖 を 1 %(サ リ シ ン の 場合0.5 %) の 割 に 加えた後,
肝片加肝 ブイ ヨ ン で24時間前 々 培養 し, 更に24時間前培養 し た
菌液0･1mlを植蘭 した . 37℃, 2 日 間お よ び 7 日間培養後 , 培
養菌液の pHを測定 し, 対照と して植菌 さ れ た 糖非添加培地 の
2 日間お よ び 7日 間培養後 の培養菌液 の pH と の差 (△pH)を




, 0･5 以 上を陽性, ``+ ''と した . 被験糖と して ア ド ニ ト ー ル ,
ア ミ グ ダリ ン ･ ア ラ ピ ノ
ー ス , セ ロ ビ オ ー ス , デ キ ス トリ ン ,
ズ ル シ ト ー ル , エ リ トリ ト
ー ル , エ ス タリ ン , フ ル ク ト ー ス ,
ガ ラ ク ト ー ス , グ ル コ
ー ス , イ ノ シ ト ー ル , イ ヌ リ ン , ラ ク ト
~ ス , マ ル ト ー ス , マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ ー ス , メ リ ビ オ ー ス ,･
ラ フ イ ノ ー ス , ラム ノ ー ス , リ ボ
ー ス , サ リ シ ン , ソ ル ビ ト ー
ル
, ソ ル ポ ー ス , ス ク ロ ー ス , ト レ ハ ロ
ー ス , キ シ ロ ー ス (い
ず れ も和 光純 薬 工 業 , 大 阪), メ レ チ ト ー ス (Difc o
b bor atode s) の28種類 を用い た.
Ⅱ . 各糠漬加培地の p札 菌 の増凰 糖の消費, 代謝産物 の
解析
各糖添加培地 に お ける pIi, 菌 の 増殖, 糖 の 消費, 有機酸 ,
ア ン モ ニ ア の 解析 に は Se rika w aら19)の 培地を用 い た (表 1). す
なわ ち, 変法 肉 一 酵 母 - グ ル コ ー ス (de via nde etdele v u re s_
glu c o s由) 培地か ら寒 天 と グル コ ー ス を除 い た培地を前還元嫌
気滅菌bre-redu c ed an a er Obicaltysteri1iz ed, P R AS) 基礎培地と
し各糖を 1 %(サ リ シ ン の 場合0･5 %) に加えた培地(17×165
m m 中試験管に 5ml ず つ 分注) を用い た ･ こ の 培 地に肝片加肝
ブ イ ヨ ン で24時間前培養 し た菌液0･1mlを植菌 し , 37℃で 培養
した.
Ⅳ . pH の測定
デ ジ タ ル pH 計 6071型(柴田科学, 東京) を用い pⅢ を測走し
た.
Ⅴ
. 菌の 増殖 の 測定
菌 の 増殖 の 測定 は島津 ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク トロ ニ ッ ク 20 A
( 島津, 京 都)を用 い , 波長 5 60n m に お け る 吸光度 (optic al
de n sityat5 60n m , O D5J を測定す る こ と に より行 っ た .
Ⅵ . 糖の分析
被験糖 は トリ メ チ ル シリ ル 化 し た後, ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に より 同定, 定量 した .
培養上 清 1ml に トリ クロ ロ 酢酸 0.2mlを加え, 室温 で 2時間
放置 し遠心(1,500×g, 20分)を行 い 除タ ン パ ク した . この 遠心
上 清全量を試験管 に とり ジ エ チ ル エ ー テ ル 1.5ml を加え, ゴ ム
栓を して20回転倒混和 し トリ ク ロ ロ 酢酸を エ ー テ ル 層 に抽出除
去した ･ エ ー テ ル 層 を除去 した 後, 同様 の 操作を 2回繰り返し,
残 っ た 氷層を凍結乾燥 した . トリ メ チ ル シリ ル 化は , この 凍結
乾燥 した 試料 に, T Yi-Sil(Pie rc eC he mic al Co. , Ro ckfo rd, U S A)
を 1ml加え, 密栓 して , 60℃, 30分間反応 させ て 行 っ た . 遠心
(1,500×g, 15分) に より得 られ た上 清を , ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ
ィ ー 用 の 試料 と した .
ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー は , シ リ コ ン G ES E-30(日 本タ ロ マ
Tab le l･ Co mpositio n of pre
- redu c ed an aerobic a11y steriliz ed
(P R A S)bas alm ediu m
Bacto-pePtO n e
Ye ast extract








































Bact o-pe PtOne a nd ye ast extra ct w ere purchas ed fro m Difc o
Labor atories, Detroit, U S A.
Table2･ Oligo nu cleotideprl m erSq ed todete ctthe to xin A and theto xin Bgen e s
諾 pdm er £監 謂) w怒誌b,
To xinA K A GI CTC G CA TA T AG C ATTAGAC CA
KAG4 A mC C CAA C G GTCT AG T C C
To xin B KAG 8 AT ATC AGAGAC T G ATG A G G G A





:ミ監慧昌慧V edfm m 血eto xin A a nd 血eto xin Bgen es･
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ト工業, 束京)を 3 % にコ
ー テ ィ ン グ した Ga s- Chro mQ (メ ッ
シ ュ 80/100, 日本 ク ロ マ ト工 業)を充填 した 3m mX2m の ガ ラ
ス カ ラ ム を用い , ガス ク ロ マ トグ ラ フ JG C-10 0(日 本電子, 昭
島)に て窒素ガ ス を 流動層と し, 注入 部温度200 ℃, カ ラ ム 温度
170 ℃, 検出器温度22 0℃で 行 っ た . トリ メ チ ル シリ ル 化 した糖
は, 上記試料 2〃l を カ ラ ム に 注入 し, 水 素炎イ オ ン 化検出器
にて検出 した .
Ⅶ . 産生有機酸 の分析
培養菌液中 に産生 され る有機酸の 分析 は Holde m a nら
20)の 方
法により , ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ G C てA(島津) を用 い , ガ ス ク
ロマ トグ ラ フ ィ ー に より行 っ た . 揮発性有機酸の 分析に は 培養
菌液 1ml に50 % H2S O40.2ml, NaCl O.4g, エ チ ル エ ー テ ル 1ml
を加え穏や か に20回転倒混和後遠心 (7 00×g, 5 分)を行 い ,
その 上 精液 (エ
ー テ ル 抽出液)を用 い た . 不揮発性有機酸 の 分
析には培養菌液の こ れ ら の 成分を メ チ ル 化 し た後 ク ロ ロ フ ォ ル
ム に抽 出 し た . すな わ ち, 培養 菌液 1ml にメ タ ノ ー ル 2ml,
50 % H2S O｡ 0.4ml を加え60℃ にて30分加熱 した . 次 い で蒸留水
1ml, ク ロ ロ フ ォ ル ム 0.5ml を加え穏や か に20回転倒混和 し た.
遠心 (700×g, 5分)後, 下 層の ク ロ ロ フ ォ ル ム 層 を分析 に僕
した.
Ⅶ . ア ン モ ニ ア の定量
培養菌液中 の ア ン モ ニ ア漉 度は , ア ン モ ニ ア測定 キ ッ ト (ア
ンモ ニ アーテ ス トワ コ ー , 和 光純薬工業)を用 い , キ ッ ト添付
の指示 に した が っ て測定 した. すなわ ち, 被験試料 1mlに 除タ
ンパ ク試 液 4ml を加え, よく混合 し た 後遠心(700× g, 10分)
し除タ ン パ ク した . 遠 心上清液 2ml に発色試液A, B, Cをそ れ
ぞれ 2ml, 1ml, 2ml 加え, 37 ℃ に て20分間反応さ せ る こ と に
よりア ン モ ニ アをイ ン ドフ ェ ノ ー ル に交換 させ た . 反応 終了5
分後に反応液の 吸光度(630n m)を島津 ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク トロ
ニ ッ ク 20A(島津)を用 い 測定 した . 既知 の ア ン モ ニ ア 水溶液
より検量線を作成 し, 被験液中の ア ン モ ニ ア濃度 を求め た .
臥 毒素遺伝子の解析
1. 標的遺伝子検出 プ ライ マ ー の 作 製
Do v eら21)に よ る C. dimcile ト キ シ ンA遺伝子お よ び Ba rr o s o
ら
22)に よ る トキ シ ンB遺伝子 の 塩基配列をもと に, ト キ シ ンA遺
伝子 を標的とする セ ン ス ス ト ラ ン ド EAG lと ア ン チ セ ン ス ス ト
ラ ン ド K A G4 プ ライマ ー を , 同様 に トキ シ ンB遺伝子を標的と
する K AG8と K AGl O プラ イ マ ー を設計, 合成 した . こ れ ら の
プラ イ マ ー ペ ア で 増幅 さ れ る各標的遺伝子 の D N A断片の サ イ
ズ は , ト キ シ ン A遺 伝子, ト キ シ ン B遺伝子各 々9 0 5塩基数
O)a Sepair, bp), 105 5bpで あ る(表2).
2
. P C R
P C R は
, 500/∠1容量微量遠心管内50/11の 反応系で実施 した .
反応液は , 1管 あたり Ampli Taq
@ D N A ポ リメ ラ ー ゼ 2.5単位
(0.5FLl), 10× 緩衝液 (100m M Tris- H ClpH 8.3, 50 0mM K Cl,
15mM MgC12, 0.01 %(W/V) ゼ ラチ ン)5FLl(い ずれ も Pe rkin
Elm e r, Fo ste rCity, U S A), 各 2.5m M デ オ キ シヌ ク レ オチ ド
(de oxyn u cle otide-tripho sphate, d N T P) 混合液 4/11(United
State sBio che mic al, Clev ela nd, U S A), 50FLM セ ン ス お よ びア
ン チ セ ン ス ス トラ ン ドプ ラ イ マ ー 各 1〃l に, 24時間肝片加肝
ブイ ヨ ン ま た は変法 ブ レイ ン ハ ー トイ ン フ ュ ー ジ ョ ン ブ ロ ス
1 6)
培養菌液 2〃lを加え, 滅菌蒸留水で最終容量(50〃り に調整 し
た. 反応条件 は, オム ニ E サ ー マ ル サイ ク ラ ー (H沖ai d Li mited,
M iddle se x, U K) に て ヒ ー テ ィ ツ ドリ ッ ド使 用状態 で熱変性
94 ℃ 1分, ア ニ ー リ ン グ55 ℃ 1分30秒, D N A伸長72℃ 1分30
秒 を 1 サ イ クル と し30 サ イ クル 行 っ た .
3 . P C R産物の 電気泳動
PCR 終了後, 各産物の 9〃l につ い て 電気泳動装置(ミ ュ
ー ビ
ッ ド2 , ア ドバ ン ス , 東 京) に よ り 1 00 V定電圧 下 で 0.5′上
g/ml エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド添加1.5 % アガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動
を行 い , ト ラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 ー ･F Vト20 M(フ ナ コ シ , 東京)
の 紫外光で増幅遺伝子断片を確認 , 撮影記録 した . なお分子量
マ ー カ ー と して は, AmpliSize
T M
DN A サイ ズ ス タ ン ダ
ー ド (Bio-
Rad Labor atorie s, Her cules, US A)を用 い た .
X . 統計学的検討
pH と酸濃度 の 関連性 の 検討は , pH の 酸浪度 へ の 回帰方程式
を求め る こ と に より行 っ た. 回帰係数の 差の 検定は , t検定 で
行 っ た .
成 績
Ⅰ. 糖発酵性状 の特性
C 萌動 地 100菌株(細胞毒性陽性60菌株お よ び 同陰性40薗株)
の28種類 の 糖 に対する発酵性状 を, ペ プ ト ン ー 寒天 一 基礎培地
を用い 検討 した . 判定は , 培養 2 日目, 7日 目 に培養薗液 pⅢ
を測定す る こ と により行 っ た (表3). 被験28種類 の 糖の うち発
酵陽性を示 し たもの は, フ ル ク ト ー ス , グ ル コ ー ス , マ ン ニ ト
ー ル , マ ン ノ
ー ス , メ レナ ト
ー ス
,
ソ ル ビ ト ー ル , キ シ ロ
ー ス
,
リ ボ ー ス , サ リ シ ン, ト レ ハ ロ
ー ス
,
セ ロ ビオ ー ス の11種類で
あ っ た . フ ル ク ト ー ス , グ ル コ ー ス , マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ ー
ス
,
メ レ チ ト ー ス , ソ ル ビト ー ル に関 して は , 培養 2 日日 と 7
日 目 にお け る発酵陽性株数は同数であり, 発酵性状 の 判定 には
2 日間の 培養で充分 であ っ た (即時発酵). す なわ ち, フ ル ク ト
ー ス , グ ル コ ー ス , マ ン ニ ト
ー ル , マ ン ノ
ー ス に 関 して は, 被
験全株が 陽性 を示 し, メ レ ナ ト ー ス お よ び ソ ル ビ ト ー ル に つ い
て は 各々91株, 64株 が 陽性反応を示 し た.
キ シ ロ ー ス , リ ボ
ー ス
, サ リ シ ン , ト レ ハ ロ
ー ス , セ ロ ビオ
Table3. Sugarferm entatio nby C･ dm cile inin cubatio nperiod
Of 2and 7 days
Nu mberor fe rm entatio n-
PO Sitiv estrainsin
in c ubatio nperiod of
2 days 7 days
Fru ctose
























































a)Adonitol, a mygdalin, ar abin ose, de xtrin, dulcitol, eryt hitol,
esc ulin, gala cto se, in o sit ol, inulin, 1a cto se, m alto se, meubiose,
r affino se,rha m n os e,S Orbose andsu cr ose.
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ー ス に関 して は培養 2 日冒で は 発酵陰性と判定 され る 菌株が相
当数 (キ シ ロ ー ス , 4 4菌株 ; リ ボー ス , 15蘭株 ;サ リ シ ン , 4 3
菌株 ; トレ ハ ロ ー ス , 77菌株 ;セ ロ ビ オ ー ス , 92菌株) 存在し
た が , 培養 7 日日で は, キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス に 関 して は 全薗
株が発酵陽性を示 し, サ リ シ ン , ト レ ハ ロ ー ス , セ ロ ビ オ ー ス
に お い て も各々99, 99, 82菌株が発酵陽性 を示 し た. 7 日日刊
定で サ リ シ ン , ト レ ハ ロ ー ス , セ ロ ビ オ ー ス 各 々 に対 し て発酵
陰性を示 した 菌株 に つ い て , 更に 7 日間培養 した 結果, サ リ シ
ン 発酵陰性 の 1菌株, ト レ ハ ロ ー ス 発酵陰性の 1 菌株は依然 と
して 陰性を示 した が , セ ロ ビ オ ー ス 発酵陰性を示 した18菌株中
17菌株が発酵陽性を示 した .
他 の17種類の 糖 に つ い て培養 7 日 日 の △pH は, 0.0 0～ 0.3 3
にす ぎず, い ずれ も発酵陰性と判定 され た .
Ⅰ . 遅延発酵糖の解析
E Z 1613株を用 い , 遅延発酵糖 に つ い て薗の 増殖, 糖 の 消 費,
有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 産生 性 を, 代表的即時発酵糖 の グ ル コ
ー ス を対照と し, P R A S基礎培地を用い て検討 した ,
1 . 薗の 増殖 と培養菌液 pⅢ(図1)
即時発酵糖である グ ル コ ー ス 添加培地 にお い て は , 菌の 増殖
(O D500値) は, 培養 1 日日に最高値(O D5伽値, 1.24) に 達 した 後
培養 3 日 目まで O D醐 借 は , 急激 に減少 し, 以後, 培養 7 日目
0 1 2 3 4 5 6 7
Jn cubatio nperiod(day)
Figr･1･ Ba cte rialgro wth仏) and changein pH (B)in P R AS
m ediu m wi thdi 鮎re ntsuga rsin C di#icile strain X Z16 13. 0,
glu c o s e; ●, Xylo s e; △ , ribos e; ▲ , Salic n; □,trehalo s e; k,
Cellobio s e;◇, n O S uga r.
まで OD560値は , ほ ぼ 同値 を示 し た ･ また , 糖非添加基礎培地
で は ･ 培 養 1 日 目 に 最高 O D5 6(個 (0･4 5) に 達 し た 後漸減し
た .
遅延発酵糖 は , キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス お よ びサ リ シ ン , なら
び に ト レハ ロ ー ス お よ び セ ロ ビ オ ー ス の 2群 に分けら れ た
. キ
シ ロ ~ ス
･ リ ボ
ー ス お よ び サ リ シ ン 添加培地 にお ける菌 の 増殖
は , 培養 1 日日 で は グル コ ー ス 添加培地と糖非漆加基礎培地の
ほ ぼ 中間値 (O D560値 = キ シ ロ ー ス , 0･86 ; リ ボー ス , 0.飢 ;サ
リ シ ン , 0･8 1) を 示 し た･ 培養 2 日 目 に お け る菌 の 増殖は, サ
リ シ ン 添加培地 で は最高値 (O D5馳値 , 0.90) に達 し, キ シ ロ ー
ス
, リ ボ
ー ス 涼加培地で は , グ ル コ ー ス 添加培地で の 1 日目と
ほ ぼ 同程度 に達 し た (OD560値 ‥ キ シ ロ ー ス , 1･16; リ ボー ス ,
1･0 8)･ 培養 3 日日 以 後, サ リ シ ン添 加培地で は O D56.億 の 増減
は 見 ら れ な か っ た が , キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス 添 加培地 で は
O D56(個 は徐 々 に増加 し, 培養 5 日日 に は 最高値 (O D56｡億 : キ
シ ロ ー ス , 1･32; リ ボー ス , 1.20)に 逢 した . ト レ ハ ロ ー ス , セ
ロ ビ オ ー ス 揺加培地 にお け る菌 の 増殖 は, 互 い に類似 してい た.
培養1 日員で は糖非添加基礎培地と ほぼ 同程度であり, 培養2
日目 に お い て も O D56｡傍の 明 ら か な 増加 は認 め ら れ な か っ た .
しか し なが ら, O D5.泊億 は 培養 3 日目 に は 顕著 に増加 し, 培養
6 日日 には 最高値 (O D5 00値 : ト レ ハ ロ ー ス , 1.03; セ ロ ビオ ー
ス , 1.00)に達 した .
培養菌液 pH は, 培養 1 日 日 に最高 O D56｡値 を示 し た グ ル コ
ー ス の 場 合, 培 養2 日 目 に最低値 bH 5.78) を示した , サ リシ
ン 添加培地で は糖非添加基礎培地 に比 べ 明 らか に良好 な増殖を
示 し た にもか か わ らず pH の 低下 は少なく培養 7 日日 に おい て
も pH 6.28 に過 ぎな か っ た . キ シ ロ ー ス ある い は リ ボ ー ス 添加
培地で は, 先述 の 如く培養 1 日 目の 増殖は , グ ル コ ー ス に比べ
て幾分不良であ る が, 互 い に 同程度であり, そ の 後の 増殖は む
し ろ キ シ ロ ー ス 添 加培地 で の 方 が 良好であ っ た に もか か わ ら
ず, pH の 低下 は む しろ リ ボ ー ス 揺加 の 場 合, より顕著であっ
た ･ すなわ ち, リ ボ ー ス の 場合, 培 養1 日 目 に はpE 6.17 を示
し, 培養 5 日目以 降で は pH 5.64 に達 した が , キ シ ロ ー ス に関
して は培養 1 日目 で は pⅢ 6.32, 培 養 7 日 目 で はpH 5.78 であり,
リ ボ ー ス の 場 合程 に は pH は低下 し な か っ た . 培養 2 11 日まで
糖非添加基礎培地に 比 べ て 菌の 明 ら か な増殖が認 め ら れ なか っ
た ト レ ハ ロ ー ス , セ ロ ビオ ー ス 添加増地培養歯液 の ⅠⅢ は, 培
養2 日 目以後漸次低 下 し, 培養 7 日 目 に は, ト レ ハ ロ ー ス 涼加
培地の pⅢ 値 は5.84, セ ロ ビオ ー ス 添加培地の pIl値 は6.08 を示
した .
Table 4･ Consu mptio n of sugarsby C. d# cile K Z 1 6 1 3 in
PRAS m ediu m
Sugar
a)
Co n su rnptio n r ate(%)
inin cubatio nperiodof



















a)con c entratio n :1% wi tha e x ceptio n ofs alicin(0.5 %).
C 劫動 地 の 糖発酵
0 2 0 4 0 60 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0
△Aくコ土d e o n ⊂三e n七r at 土o n (mH)
Fig. 2. Relatio n ship betw e e n△ Acidc o n c e ntratio n a nd pH in
P R ASm ediu min sim ulatio n experim e nt(sim ulation c u rv e) .
△Acidc o n c e ntr atio n(m M)= C O n C e ntration of a c etic a cid
(mM)- C O n C e ntrado n of am m Onia ad ded(m M). Co n c e ntratio n
of am m O nia ad ded(m M):○,0;●,3 0.
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2. 糖の 消費
培養 2 日目お よ び 7 日目の 残存糖量をガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に より測定する こ と に より, 薗の 遅延発酵糖消費能 に つ い て
検討 し た.
培養 2 日目で は, 即時発酵糖であ る グル コ ー ス は全 てが 消費
さ れ た が, 遅延発酵糖 に つ い て は い ずれ も相当量が残存 して い
た (表4). 遅延発酵糖の 培養 2 日目に お ける消費量は , 培養 1
日 目で 明確 な増殖 を示 した キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス , サ リ シ ンで
は各々49 %, 54 %, 63 %の 量が消費さ れ て い た が , 培 養2 日目
まで明ら か な増殖 が認め ら れ なか っ た ト レ ハ ロ ー ス , セ ロ ビオ
ー ス で は 消費量 は, 各々 1 , 14 % にすぎなか っ た . 培養7 日 目
に お い て はサ リ シ ン で は100 %, キ シ ロ
ー ス
, リ ボ
ー ス に つ い
て は 約80 % が消費さ れ たが , 後2 者に つ い て は約40% が 消費さ
れ た に すぎなか っ た .
3 . 有機酸お よ び ア ン モ ニ アの 産生
培養菌液の pH の 変動 に最も大きな影響 を与える因子 は代謝
産物と して の 有機酸 お よ び ア ン モ ニ ア で ある こ と に鑑 み , 使用
培地 へ の 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 添加 に よ る変動 を検討 し(模
擬線), 培養蘭液の pH の 変動と の 関係 に つ い て検討 し た.
1) 模擬線
まず, 種 々 の 濃度の 酢酸, 酪酸, ある い は乳酸 を P R AS基礎
培地 に加え pH の 変動 を検索 した 結果 , pH 低下 曲線 は同 じで
あ っ た の で , 酸と して酢酸 を用い 模擬線 を作成 した (図2). 酢
酸 の み を揺加 し た場合の 酸濃度と pH の 関係は , ア ン モ ニ ア30
m M を添加 し た P R AS基礎培地に酢酸 を添加 した と きの △ 酸
度(酸濃度か ら ア ン モ ニ ア 濃度 を減 じた濃度) と pIlの 関係と ほ
ぼ-一 致 した .
2) 培養菌液トロの 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 濃度と pfIの 変勤
培養 2 日目お よ び 7 日 目 に有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 濃度を測
















































































































































































































6.37 6 8.6 3 4.0
6.1 9 10Ⅰ.6 4 9.
6.4 8 5臥7 3 4.2
5.80 126.3 3 8.6






1.6 5.2 3 6.0





















.2 3.3 二l.0 0,6 0.0
2 .2 7.3 2.7 l.2 0.0
2.2 4.7 2.8 0.6 0.6
2.3 り.4 2,7 1.5 0.9
2.5 1.1 3.0 0.2 0.0
3.1 1.3 3.3 0.2 0.0
2.7 1,2 3.0 0.2 0.0
2.3 9.1 2.5 1.6 l.0
2.5 0.9 3.3 0.1 0,8
2.4 2.5 3.0 0.3 0.0
2.9 0.9 3.5 0.2 0.7
3.4 0.9 3.5 0.0 0.7





1 4.0 6 2.4
3 臥8 :‡2.1













A, aCetic acid;P,Pr OP10nic acid;i B,is obutyric a cid ;B,butyric a cid;i V･is o v aleric acid;V, V aleric acid;iC･is o c apr
oic a cid;C, CaPr Oic acid
L,lactic a cid.
b)
Totalacidconc entratio n min u s a m m onia c on c entratio n.
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志 し た . 即時発酵糖 の グル コ ー ス に つ い て は, 培養 2 日目 で完
全 に消費 さ れ た と こ ろ か ら培養0.5 日 目, 1 日 目 につ い て も検
討 し た.
い ずれ の 糖 に つ い て も主揮発性有機酸 は, 酢酸, 酪酸で あり,
そ の 他少量 の プ ロ ピオ ン 酸, イ ソ 酪酸 , イ ソ 青草酸, 書 草酸,
イ ソ カ プ ロ ン醸, カ プ ロ ン酸の 産生 が 認め られ た . 不揮発性有
機酸 と し て は 乳酸 の 産生 が 特 に グ ル コ ー ス に つ い て 認 め ら れ
た. こ れ らの 有機酸 の 紀和を総酸 と した(表 5).
即 時発酵糖で あ る グ ル コ ー ス にお け る稔酸産生量は培養 2 日
日 ま で は培養時間と共 に増加 した が , 培養 2 日 目 (68.4m M) と
7 日目(76.4mM) に は 大きな差異 は認め られ なか っ た . 培養 1
日目 に 明ら か な 菌の 増殖 が認め られ た キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス ,
サ リ シ ン の 場 合, グ ル コ ー ス の 場 合と 比 べ , 培 養 2 日日 に は
各 々1.0, 1.4, 1.0倍量 , 培養 7 日 目 に は更 に各々1.7, 1.8, 1.3
倍量の 有機酸産生 が 見 られ た . 一 方 , 培養2 日日まで は 糖非漆
加基礎培地と同程度 の 増殖を示 した ト レ ハ ロ ー ス , セ ロ ビ オ ー
ス に つ い て は , そ の 絵 酸量 は培養2 日 巨=ニお い て は糖非添加の
0 2 0 4 0 60 80 10 0 1 20
A A cl dc o n c e n 七r aセエo n (m珂)
Fig･ 3･ Relatio n shipbetw e e n△Acidc o n ce ntr atio nin and pH
Ofcultu resin P R ASm ediu m with di触re nts ugarsin str ain KZ
1613. 0,Sim ulatio n c u rv e(referto Fig. 2) OT= - 0.018 12Ⅹ+
6･7 14, r = -0･99 680 2, p<0.01, n = 5); ○, glu c o s e(Y = -
0･01 141 Ⅹ+6･5 76, r = - 0.98 645, p<0.01, n = 4); △ , Slo wly
fe r m ented s ugar SⅣ = -0.008834Ⅹ+6.691, r = - 0.99052, P<
0.01,n = 10).
k b 1 2 3 4
1 bx納 B
J l O5 5 bp
ヰ ~ ' ■■~＼T bxinÅ
9 0 5 bp
Fig･4･ P C Ra mplific atio n ofto xin ge n e血
･
agm e nts . La n el,
AmpliSiz e
TM D N Asiz e $tanda rd a s a molec ular Siz e m arke r;
1a n e2, n O ntOXige nic strain K Z 1610; a n es3 and 4,tOXige nic
Strain sK Z 1613a nd K Z 1729,r e SpeCtiv ely.
場 合と 同程度で あ っ た が , 培養 7 日 目 で は トレ ハ ロ ー ス で は
126･3mM , セ ロ ビ オ ー ス で は 93.Om M を示 し, グ ル コ ー ス に比
べ 高濃度であ っ た .
ア ン モ ニ ア の 産 生 は , 即 時発酵糖である グル コ ー ス 添加培地
で は少なく , 7 日日 にお い て も 14,Om M にす ぎなか っ た . 遅延
発酵糖添加培地で の ア ン モ ニ ア量 は い ずれ の 糖 に つ い て も, ま
た培養 2 日 冒お よ び 7 日 冒い ずれ に お い て も グル コ ー ス 漆加培
地よりも多か っ た . し か しな が ら , その 濃 度は 最高の 場合でも
対照の 糖非添加基礎培地 と ほ ぼ 同程度 であ っ た . 遅 延発酵糖添
加培地 にお け る ア ン モ ニ ア量を グル コ ー ス 添加培地で の 値と比
較す る と , 培養 2 日 日 に おい て は, 5.6 ～ 1 2.5倍, 7 日 日で は
1.9 ～ 3.1倍量 で あ っ た .
総敷浪度 か ら ア ン モ ニ ア 濃度 を減 じた 値(△ 酸濃度) と培養
薗液の pE の 関係 を解析 し, 先 に 述べ た模擬線 と比較検討した
(図3).
△ 酸 濃度 と培養菌液 pH の 間 に は グ ル コ ー ス に つ い て は
Y = - 0･0114 1Ⅹ+ 6.57 (r = - 0.98645, p< 0.01), 遅 延発酵糖 に
つ い て はY = -0.008834Ⅹ+ 6.691(r= - 0.99052, p<0.01) の 相関
が 認め ら れ, グ ル コ ー ス の 場合, よ り模擬線 Ⅳ = - 0.01812Ⅹ+
6.714, r = - 0.99 6802, p< 0. 1) に近似 し て い た. しか しなが ら
3 つ の 回帰係数の 差の 検定を行 っ た と こ ろ, お 互 い に 3 著聞に
は 有意 の 差が 認め ら れ た b<0.01).
Ⅱ . 遺伝子 レ ベ ル で の毒素原性 と糖発酵性状の解析
1. P C R法 に よ る細胞毒性陽性株 ･ 同陰性株 の 同定
トキ シ ンA, ト
▲キ シ ンB遺伝子が証明 され て い る Ⅵ)I lO463株
の24時間肝片加肝 ブ イ ヨ ン 培養菌液を用 い て , 各プ ラ イ マ ー ペ
ア に より増幅 させ た P C R産物を解析 した .
Table 6･ Comparis o n of to xigenic and n o nto xigenic C･
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To xigen lClty W aSdete rmin ed by PC Rm ethod wi thprim ers
agalnSt tO XinsA a ndB ･ + ,tO Xin A and toxin B gen es-POSitive
59strain s, and to xin A gen叩 OSitiv ebutto xin B ge ne- n egative
lstrain;
-
,tO Xin A and to xin B ge n es- n egativ e40strains･
b) Fru CtO Se, gluc ose, m an nitoland m an n ose.
C 劫動 地 の 糖 発酵
セ ン ス ス トラ ン ド K A G l と アン チ セ ン ス ス トラ ン ド E A G 4
プライ マ ー に よ る トキ シ ンA遺伝子の 増幅 で は 905bp 付近 に ,
KA G 8と K A G lO プ ラ イマ
ー によ る トキ シ ンB遺伝子の 増幅で は
1055bp 付 近 に バ ン ドが 見ら れ た . い ず れ も想定 され るサ イ ズ
の DN A断片で あ っ た . 以 上 の 結果 に 基づ き細胞毒性陽性60菌
株, 同陰性40薗株 に つ い て本 P C Rを行 い , ト キ シ ンA, トキ シ
ンB遺伝子 の 有無 に つ い て検 討 した . 細胞毒性陽性60菌株中59
菌株 に ト キ シ ンA, ト キ シ ンB両遺伝子 が検出 さ れ た が , 残り
1菌株(Ⅰα 1729) に は トキ シ ンA遺伝子は検出 され たが , トキ
シ ンB遺伝子 は検出さ れ な か っ た (図4).
一 方, 細胞毒性陰性
40菌株で は両遺伝子 い ずれ も検出さ れ な か っ た ■
2 . 遺伝子 レ ベ ル で の 毒素原性と糖発酵性状
遺伝子 レ ベ ル で の 毒 素原性 と糖発酵性状 に つ い て 解析 し た
(表6). 発 酵陽性糖1 1種類中 ソ ル ビ ト
ー ル 発酵性状 と毒素原性
と の 間に は密接な関係 が見 られ た. す なわ ち, ト キ シ ンA, ト
キシ ン B両遺伝子陽性菌株59菌株お よ び トキ シ ンA遺伝子陽性,
トキ シ ンB遺伝子陰性 の 1 菌株(K Z 1729), 合計60菌株中52薗
株(86.7 %)が ソ ル ビ ト ー ル 陽性 で あ っ た の に対 して , 同陰性菌
株40菌株中12菌株 (3 0 %) の み が ソ ル ビ ト
ー ル 陽性 を示 した に
すぎなか っ た . トキ シ ンA遺伝子陽性 , ト キ シ ンB遺伝子陰性
の 1菌株 は , ソ ル ビ ト ー ル 発酵陽性で あり , 他 の 糖発酵 にお い
ても, 他 の 菌株 と異な る点は な か っ た .
考 察
細菌学 にお い て 糖発酵性と言う時の 糖に は様 々 の 発酵可 能物
質, 糖, アル コ
ー ル , 配糖体等の 炭水化物が含ま れ て お り, そ
の 判定 は培養薗液 pH の 測定に よ っ て行 わ れ る
2(】)2:i)125)
C 動鞠 繭 は偽膜性大腸炎,
一 部 の 抗 生物質関連性下痢症の
原因菌 である1)2). c d研cfJβ の 糖発酵性状 に つ い て は 本蘭が最
初に記載 さ れ て 以 来 い く つ か の 報告が 見ら れ る
3卜 6)
. 詳細 な記
載は細菌の 同定上最も重要な Be rgey マ ニ ュ ア ル
i`)
に見 ら れ る.
以下 , 主と して本 マ ニ ュ ア ル と の 対比 で著者の 結果 に つ い て論
じ る. Be rgey マ ニ ュ ア ル で は90








, 61～ 89 %の 菌株が






39 %の 菌株 が 陽性反応の 時` `享
, ,
, 60～ 90 %の 菌株 が 陰性 で残 り
が 弱陽性の 時``-W " と表 され て い る . ま た , Be rgey マ ニ ュ ア ル
の 糖発酵性状 は バ ー ジ ニ ア ポ リ テ ク ニ ク 研究所(Virginia
polyte chnicin stitute , V PI) マ ニ ュ ア ル
2(I)に基 づ い て い る事を考
える と培養 2 日 目の 成績 と理 解 され る . 従 っ て先ず本研究で の
2日 間培養で の 結果に つ い て 比 較検討 し た . Be rgey マ ニ ュ ア
ル で " + "と 記載 さ れ て い る糖 は グ ル コ ー ス と フ ル ク ト ー ス の み





と さ れ て お り誤植と思わ れ る) で あ るが , 本研 究で は,
フ ル ク ト ー ス , グル コ
ー ス , マ ン ニ ト
ー ル
,
マ ン ノ ー ス に つ い
ては100 %の 蘭株が , メ レ チ ト ー ス に つ い て は91 %の 菌株 が発
酵陽性 を示 した , マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ ー ス , メ レ ナ ト
ー ス は






と さ れ て い る が ,
マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ ー ス に関 して は Ha丘z ら
5)は発 酵陽性 ,
VPIマ ニ ュ ア ル で は 弱 陽性 と し て お り , こ れ ら の 2 糖 は
C. 薇翫 狼 に よ り発酵され る もの と思 わ れ る . メ レチ ト ー ス に
関す る記載は少 な い が , V PIマ ニ ュ ア ル で は菌株 に より様々 と
さ れて い る こと を参考 にする と , 先 の 2糖 に 比べ 菌株に よ る発
酵能の 強弱に差異があり, 対象 と した菌株 に よ り異なる可能性
731






と 記載さ れ て い るが , そ の 発酵能は毒素原性 と関係 し,
本研究 で は細胞毒性陽性菌株で86.7 %の 菌株が , 細胞毒性陰性
菌株 で は30% の 菌株が 陽性反応を示 した . 他の 研 究
9卜11憧 も考
え合わせ る と, ソ ル ビ ト ー ル 発酵性状 に つ い て は 有毒菌株 と無
毒菌株 に分けて記す こ とが 的確 と思 わ れ る . 具体的に は 有毒菌




, 無毒菌株 に つ い て ば
`羊 ,
'
と記 すこ と が安当
と思わ れ る . キ シ ロ ー ス , サ リ シ ン , ト レ ハ ロ ー ス , セロ ビオ
～ ス は Bergey マ ニ ュ ア ル で ば
`-W" と記載 され て い るが , 本研
究 に お け る そ れ ら の 糖 に対する 2 日 間培養 で の 発酵陽性率 は
各 々56 %, 57 %, 2 3 %, 8 % であり, 概 ねBe rgey マ ニ ュ ア ル
の 記載 と 一 致 した . リ ボ ー ス に つ い て はBe rgey マ ニ ュ ア ル で
ば
`一, ,と 記載 さ れ て い るが , ⅤアⅠ マ ニ ュ ア ル で ば` - Ⅵ " と され て





こ と に なり大きく異な るが , そ の 理 由と して は , こ の 糖 の 発酵
性状 は村象と し た菌株 によ り相当異 な る 可能性 が考え られ る.
そ の 他 の 糖 に つ い て Bergey マ ニ ュ ア)L/で ば
`
-
" と記載 さ れ て
い る が, 本研 究で も100薗株全て が発酵陰性を示 した .
以 上 を総括す ると , 2 日間培養 で判定す る場合, フ ル ク ト
ー
ス
, グ ル コ
ー ス
,
マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ






, キ シ ロ
ー ス , リ ボ ー ス , サ リ シ ン , ト レ ハ ロ
ー ス ,
































と 表現 さ れ る性状 は蘭同定上 は役立た な い もの
で あり, 発酵性状 をよ り明ら か に する ため に 7 日間培養で判定
す る こ とを試み た. そ の 結果キ シ ロ ー ス お よ びリ ボ ー ス で は仝
菌株 が , サ リ シ ン, ト レ ハ ロ
ー ス で は 1菌株を除き発酵陽性と




と され る事が 分か っ た . セ ロ ビ
オ ー ス に つ い て は 7 日間培養で は82 % が発酵陽性 を示 し, 更に
7 日間培養 した 時, 99 % が発酵陽性 を示 し, 本糖 も基本的 には
発酵 され る こ と が分 か っ た . フ ル ク ト




ニ ト ー ル , マ ン ノ
ー ス , メ レチ ト
ー ス , ソ ル ビ ト
ー ル 発酵性状
は培養 2 日 目と 7 日 目の 成績 は-一 致 し た. また , 2 日間培養で
会商株が発酵陰性を示し た糖 に つ い て は 7 日間培養でも仝菌株
が 発酵陰性を示 した . 以 上 の 結果, 7 日間培養すれ ば糖発酵性
状 は ほ ほ明確 に され , Bergey マ ニ ュ ア ル で
"-W' 'と 記載さ れ て
い る糖 も歯間定上極め て 有用であ る こ と が 分か っ た . H 濾z ら
5)
は , ア ラ ピノ
ー ス , ズル シ ト ー ル , イ ノ シ ト
ー ル
, ガ ラ ク ト
ー
ス
, ラ フ イ ノ
ー ス , マ ル ト
ー ス
,
ス ク ロ ー ス に つ い て 発酵陽性
と して い る が, Be rgey マ ニ ュ ア ル で は 陰性 と記載 され て お り ,
上 述の 如く本研究 で用 い た100南棟全株もま た発酵陰性を示 し
た. 恐 らくは 本菌の ほ と ん どは , こ れ ら の 糖 を発酵 しない もの
と考え られ る .
本研究で は培養2 日 目で全体 と し て発酵陽性と判定 され る糖
を即時発酵糖, そ の 判定に 7 日間以 上 の 培養を要する糖を遅延
発酵糖 と し たが , 上述 の 如く C. 勃難曲 は フ ル ク ト ー ス , グル
コ ー ス , マ ン ニ ト
ー ル , マ ン ノ
ー ス
,
メ レチ ト ー ス , ソ ル ビト
ー ル を即時発酵 し, キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス , サ リ シ ン , ト レハ
ロ ー ス , セ ロ ビオ
ー ス を遅延発酵する こ と が分か っ た . 次 に遅
延発酵糖 の 発酵様式 を即時発酵糖 の グル コ
ー ス と対比させ , キ
シ ロ ー ス , リ ボ
ー ス
, サ リ シ ン , ト レ ハ ロ
ー ス ,･セ ロ ビ オ ー ス
発酵 が 培養 2 日日 で 陰性 , 同 7 日目 に 陽性 と判定 された E Z
1613株を用 い て詳細 に検討 した . 遅延発酵糖 は増殖曲線の 点
732 野
か ら 2 群に分 か れ る こ と が 分か っ た . すなわ ち , 培養 1 日目に
お け る 菌の 増殖は グル コ ー ス よ り悪い が 糖非添加対照培地よ り
明 らか に良好 な糖類 (キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス , サ リ シ ン), な ら
び に菌の 増殖は培養 1 日目まで糖非添加対照培地と ほ ぼ 等 し い
が 培養 2 日目以後 に明確 に増加す る糖類(ト レ ハ ロ
ー ス , セ ロ
ビ オ ー ス) の 2 群 に分か れ た. 培養菌液 pH は お おむね菌 の 増
殖 に つ れ て低下 し た. 糖 の 消費 に つ い て は グ ル コ ー ス で は培養
2 日日で完全 に消費 され た が, 遅延発酵糖で は前者 にお い て は
培養2 日 目 で は49～ 63 % が消費さ れ た にすぎず, 培養 7 日 目に
お い て もサ リ シ ン は100 % が消費さ れ たが 他 の 2糖 に つ い て は
約20 % が残存 して い た . ま た 後者 に つ い て は培養 2 日 目 で は
85 %以上 が残存 し, 培 養 7日 目に お い て も約60 % が残存 して い
た
.
以 上 の 菌の 増殖 , 糖の 消費か ら考える と , 前 者で は 該糖の
発酵 に関与する酵素晴性 は培養早期か ら存在する が , そ の 活性
が 弱い もの と推察 され る. 後者 に つ い て は 該糖の 分解酵素の 誘
導あ るい は突然変異体 の 出硯が考え られ る が 被験菌株の 殆 どが
遅 延分解する こ とか ら 分解酵素 の 誘導 の 可 能性 が推察 さ れ る .
こ の 点に つ い て は更 に 検討を要す る . C わざfrfdf〟 彿 属 で は, 糖
は Embde n-M eye rhof経路 を経て ピ ル ビ ン 醸と なり発酵代謝 さ
れ る
251 2(i)
. サ リ シ ン は ′
ノヲ ー グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ り加水分解 さ れ
グル コ ー ス を遊離 し , キ シロ ー ス , リ ボ ー ス は フ ル ク ト ー ス ー
6 - リ ン醸 お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー 3 - リ ン酸 と なり, こ れ
ら は Emb de n- Meyerhof経路 に 入り分解代謝 さ れ る . ト レ ハ ロ
ー ス
,
セ ロ ビオ ー ス は 各々 α - グル コ シ ダ ー ゼ , ノ9 - グ ル コ シ
ダ ー ゼ により 2分子の グ ル コ ー ス に 加水分解 さ れ る . した が っ
て 前 3者の 糖 に つ い て は各々 相当す る酵素活性 が弱く , 後 2者
に つ い て は各々 相当す る基質特異的 α - , ノ9 - グル コ シ ダ ー ゼ
が 誘導 され る もの と 考え られ る .
糖 発酵性状 は培養菌液 pH の 低下 に よ り 判定 さ れ る
2` ')2:与い 25ユ
ニ れ は発酵 によ り生 じ る有機酸が培養菌液 pIlを低~Fせ しむ る
事 に基づ い て い るが , 培 地中に は ア ン モ ニ ア を代 表とす る ア ル
カ リ性物質が産生 さ れ , また , 培地 中の 酸性物質, ア ル カ リ性
物質が消費さ れ る. す な わち培養菌液 pH は単 に発酵 に よ り生
じる醸 に よ っ て の み規 定 され る わ けで は な い . 本研究 で は 産生
さ れ た 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 量を測定 し, 両者 を 用い た 模擬
線と の 近似性 を検討す る こ と により , 遅延発酵糖 の 特徴 に つ い
て 検討 した . 即時発酵糖の グ ル コ ー ス , お よ び遅延発酵糖の 両
者 に つ い て , 各々 △ 酸濃度と pH の 間 に は直線関係が認め られ
た . しか しなが ら , グ ル コ ー ス の 場 合は, 模擬線 に より近似 し,
遅延発酵糖の 場合 は △ 醸濃度の 増加の 割 には pH の 低下 は少 な
か っ た . すなわ ち, グ ル コ ー ス の 場合は 培養菌液の pIlを規定
す る圧倒的 な因子 は産生 さ れ る有機酸 と ア ン モ ニ ア で あ るが ,
遅延発酵糖 の 場合 は他 の 因子 が相当な比重 を占め て い る こ と が
分 か っ た . こ れ ら の 主 要な 因子 と して は培地中 に含ま れ て い る
炭酸 ガ ス , リ ン 酸 の 蘭 に よ る 消費が考えら れ る . 更 に , グ ル コ





ニ ア 産生畳が多い こ と を考慮する と , 遅延発酵糖存在下 に お け
る 菌の 代謝は即時螢酵糖の グル コ ー ス 存在下 の 場合 と 異な る よ
うに 思われ る ,
C dl炉Cfね の主病原因子は トキ シ ンA, トキ シ ンB である
l)2)
.
本菌の 毒素原性と糖発酵性状 につ い て は, 有毒 蘭株 に は ソ ル ビ
ト ー ル 発酵陽性菌株 が多く; 逆 に無蕃簡株に は ソ ル ビ ト ー ル 発
酵陰性菌株が多い こ と が報告さ れ て い る9卜11). こ の 際の 有毒菌
株 と は培養上滑中 の 細胞毒性を測定す る こと により規定 した も
尻
の で あ る . 近年, トキ シ ン A, トキ シ ンB遺伝子 の 塩基配列が
明 らか にさ れ , 毒素原性 を遺伝子 の 有無 で決定 できる よう にな
り, 臨床 応用 可能と な っ て きた
l 醐 28)
.
一 九 分離菌殊に つ い て
も毒素原性を P C R法 を 用い て 遺伝子的に同定す る こ と が可 能
とな っ て きた12)L15). 以 上 を鑑 み , 本研究 で は , トキ シ ンA, ト
キ シ ンB遺伝子 の 塩基配列21-22)か ら独自 に設計 し た プ ライ マ ー を
用 い た P C R法 に よ り トキ シ ンA, トキ シ ンB遺伝子の 有無を検
討 し, 遺伝子 レ ベ ル で の 毒 素原性と糖発酵性状の 関係を解析し
た . 培養上 清中に細胞毒性 が見 られ なか っ た 無毒菌株40菌株全
て は い ずれ の プ ラ イ マ ー セ ッ トを用 い た P C R に対 して も陰性
を示 し, こ れ らの 40菌株 は全て ト キ シ ンA, トキ シ ン Bの い ず
れ の 遺 伝子も有 して い な い 事が 分か っ た . 培養上 清中に細胞毒
性を認め た有毒菌株60菌株 は全菌株共 に トキ シ ンA遺伝子検出
用 プラ イ マ ー セ ッ トを用 い たP C R で は陽性 を示 した が , 1菌株
は トキ シ ンB検出用 プ ラ イ マ ー セ ッ トを用い た P C Rで は 陰性反
応 を示 した . こ の 菌株は トキ シ ンB遺伝子を欠損 し て い るの か,
あ るい は用 い た プ ラ イ マ ー セ ッ トに 対する 反応性が悪か っ た の
か , す な わ ち トキ シ ンB遺伝子 の
一 部の 塩基配列 が他の 菌株と
異な っ て い る の か は 更に検討す る必要がある が , 本研究で は 一
応 トキ シ ンB遺伝子陰性菌株 と した . こ れ ら の 結 果は , 有毒菌
株 は ほ ん の 少数 を 除き ト キ シ ンA, トキ シ ン B両遺伝子を有す
と い う他 の 報告
12卜 15)と 一 致 する もの で あ っ た . 以 上 の 成績か ら
表現形質と して の 毒素原性 と ソ ル ビ ト ー ル 発酵性状 に見られ た
関係(有毒菌株 に は 圧倒的 に ソ ル ビ ト
ー ル 発酵 陽性菌株 が多い)
は
, 遺伝子 レベ ル で の 毒素原性 に関 して も成立す る こ と が分か
っ た . 細菌の 毒素原性 と ソ ル ビ ト ー ル 発 酵性状 と の 関係 につ い
て は 助 血 沈 施 用 痛 げ. 00埼 に お い て も見 られ る . 通常の 且
α 粛 は ソ ル ビ ト ー ル 発酵陽性で ある が, 志賀毒素産 生性 E. α漬
0 1 57: H 7 は一 般的 に ソ ル ビ ト ー ル 発 酵陰性であ る . 稀 に ソ ル
ビ ト ー ル 発酵陽性 の 志賀毒素産 生性 E. c∂Jf O 157: B 7株が 存在
す るが , 毒素産 生 の 強弱, 毒素性状 に つ い て は差異が な か っ た
と 述べ ら れ て い る 期 . C. 勃 和 地 に つ い て は こ の よ う な検討が
な さ れ てお らず, 今後 の 課題で ある .
代表 的な糖発酵 αβざわ′£血 仰 菌種 の C か頑南 都 那 に つ い ては
糖発酵性状が 種 々 検討 さ れ て お り , サ リ シ ン , ラ フ イ ノ
ー ス
,
メ リ ビオ ー ス 等 が 遅延発酵糖である と報告さ れ て い る
7) 捌
. ま た,
ラ フ イ ノ ー ス お よ び メ リ ビ オ
ー ス は 芽胞形成 を促進 し, か つ ラ
フ イ ノ ー ス は 芽胞形成 と関係す る エ ン テ ロ トキ シ ン の 産生をも
促進す る事 が知 ら れ て い る
=…J
. C. d≠がc才Jg の 毒素産 生 は 芽胞形
成 と関係 し て お り
二‖)
, 本研究 で 明ら か と な っ た遅 延発酵糖に つ
い て, 芽胞形成お よ び毒素産生 へ の 関わ りに つ い て は今後の 検
討課題であ る.
結 論
C. 薇和 地 の 糖発酵性状 の 特性を100菌株を用 い て解析 し, さ
ら に 遅延発酵 に つ い て , 菌の 増殖, 糖 の 利用 , 代謝 産物 と して
の 有樺敵お よ び ア ン モ ニ ア産生 の 観 点か ら検討 した . また , 遺
伝子 レ ベ ル で の 毒素原性 を解析 し, 糖 の 発酵性状 と の 関係を検
討 した結果以下の 結論を得 た .
Ⅰ . C d析cfね 100菌株(細胞毒性陽性60菌帆 同陰性40蘭株)
の28種類の 糖 に対す る発酵性状を ペ プト ン 一 案天 一 基礎培地を
用 い て検討 した 結果, 11種類 の 糖 に対 して発酵陽性を示 した･
フ ル ク ト ー ス , グ ル コ
ー ス
,
マ ン ニ ト ー ル , マ ン ノ ー ス , メ レ
チ ト ー ス , ソ ル ビ ト
ー ル の 発酵性状 の 判定 に は2 日 間の 培養で
C 勿動 地 の 糖発酵 733
充分であ っ た (即時発酵糖) が , キ シ ロ
ー ス , リ ボ ー ス , サ リ
シ ン , ト レ
ハ ロ ー ス の 発酵性状の 判定 に は 7 日間, セ ロ ビオ ー
ス の 場合に は14日 間の 培養を要 した (遅延発酵糖).
2 . C 砺師 壷 KZ 1613株 を 用い て遅延発酵糖添加培地に お け
る菌の 増殖 パ タ ー ン を解析す る こ と に より遅延発酵糖は , 培養
1 日 目 にグ ル コ






サ リ シ ン), お よ び培養 2日 目以 降
に菌の 増殖を認 め る群 (ト レ ハ ロ ー ス , セ ロ ビ オ
ー ス) の 2群
に分けら れ た.
3 . 糖の 消 費は菌 の 増殖をほ ぼ 反映 し , 即 時発酵糖で ある グ ル
コ ー ス は , 2 日目で 全て が 消費さ れ た が , 遅 延発酵糖 に つ い て
は, 2 日目で は相当量 が残存して お り, キ シ ロ ー ス , リ ボ ー ス ,
サリ シ ン で は3 7
～ 51 % が, ト レ ハ ロ
ー ス , セ ロ ビ オ ー ス で は
85% 以 上 が残存 し て い た . 7 日目 に お い て は , サ リ シ ン は
100 %消費 され た が , 他 の 糖 で は17～ 58 % が残存 して い た .
4 . 培養菌液中 の 総酸量 は, 即時発酵糖であ る グル コ ー ス にお
い て は培養 2 日目まで培養 と共 に増加 し, 培養 2 日目と 7 日目
には大きな差異 は認 め ら れ なか っ たが , 遅延発酵糖で は , 培養
2日 目より 7 日目 の 方が 多く, か つ グル コ ー ス より も多か っ た .
個々 の 酸 に つ い て は グル コ ー ス の 場合 に の み乳酸産生 が 明確 に
認めら れ た .
5 . ア ン モ ニ ア の 産生 は グ ル コ ー ス で は 少な か っ た .
6 . 培養菌液中の 総酸濃度か ら ア ン モ ニ ア 濃度を減 じ た値 (△
酸濃度) と培養菌液の pH の 間 に は相関が認 め ら れ , 回帰 直線
は即時発酵糖であ る グ ル コ ー ス の 方が 遅延発酵糖よ りも模擬線
に近似 して い た .
7 . 細胞毒性陽性60菌株中59菌株 に トキ シ ン A, トキ シ ン B両
遺伝子が P C R法 にて 検出さ れ , 1菌株 に は トキ シ ンA遺伝子の
みが検出さ れ た . 一一 方 , 細胞毒性陰性 の40菌株 で は両道伝子い
ずれ も検出さ れなか っ た .
8 . トキ シ ンA, トキ シ ンB両遺伝子陽性59菌株 と ト キ シ ンA遺
伝子陽性 1菌株 , 計60菌株【1-52菌株(86.7 %)が ソ ル ビ ト
ー ル 発
酵陽性を示 し, ト キ シ ンA, トキ シ ンB両遺伝子陰性4 0菌株中
12菌株(30 %) の み が ソ ル ビ ト
ー ル 発 酵陽性 を示 し た にすぎな
か っ た .
以 上 の 結果 は, C 煎動 兢 の 発酵糖 は即時発酵糖と遅延党酵
糖に分け ら れ, 遅 延発酵糖存在下 にお け る菌の 代謝 は即時発酵
糖の 場合と異 な る事 を 示唆 し て い る. さ ら に , 表現 形質 ヒの 毒
素原性 と ソ ル ビ ト ー ル 発酵性状 に み ら れ た 関係 は, 同時 に遺伝
子レ ベ ル で の 毒 素原性 にお い て も成 立す る こ と を示 して い る .
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Studies on Sugar Fer me ntation of Clo stridiuTn difT;cile Takashi Nqjiri, Department of Bac teri0logy, Scho olof
Medicin e, Ka naz a w aUnive rsity, Ka n a z a wa9 2 0
- J. Ju z e nMed Soc . , 105, 72 5
- 7 3 5(19 96)
Key w ords Clo stridiu m dWicile, Sugar,fe rm e ntatio n, tO Xin, P C R
A bstra ct
T he characteristic ofthe suga rfe rm entation ability of Clostridiu m d郷 cile(C. d# cile), Which is a c ausative age nt of
pseudo m e mb
r a nous c olitis a nd antibiotic- a S S O Ciated colitis, W a Sin v estlgated with alarge n umbe r･Ofstrains･ Follo w l ng that,
the fe rm e nta tio n man n e rin slowly fe r m ented sugars was a nalyz ed forbac terialgrowth, S ugar utilization , aCidand a mm O nia
productio n･ Fu rther m o r e, the r elatio n ship betw e e nge n etic to xige niclty and sugarfer m en tatio nprope rty w as e x amined･ A
total of l O O C. d# cile strain s, 6 0cytoto xicity -PO Sitiv e a nd 4 0cytot oxicity- n egative, Wer eeX amin ed fbrtheir ftr menta tion
c apaclty agal n St2 8sugars with a pepto n e
- agar
-bas al m edium ･ Incubation for 2 days waslong en oughfbr det er m ln lg the
ability to fer ment fruct o se, glucos e, m an nitol, m an n O S e, m elezitosea nd so rbitol(r apidly fe r m e nt ed s ugars)･ Ho we v e r,
incubatio nfor 7 days w as n e c e ssa ry fbr xylose, ribose, Salicin a ndtrehalo s e, a nd 14 days for c ellobios e(Slo wlyfe rme nted
sugarS). Forthe an alysis ofslo wfbrm e nt atio n, ba ct erialgrowth, Sugar utilizatio n, aCidproduc tio na nd a mmo niaproduc tio n
with a strain K Z 16 1 3w e r e m e asu r ed in the pre s ence ofe a ch ofthe slowly fe r mented sugar Sby uslng P R A Sm ediu m and
com pa r ed with thosein gluc ose, a r ePre S e nt ativ e of rapidly ferm ented sugars･ On the ba sis of ba cterialgro wth, Slowly
fe r m e nt ed s uga rs w ere divided into tw o groups: One Show ed thatbacte rialgr ow th distinc tiv ely ln C reaSedin on e-day
in c ubation , although the growth w as no t so m u ch a sthatin gluco se, a ndthe o therthatbacterialgro wthin the pr ese nc eofthe
s ugarincre ased afte ran in c ubation pe riod of 2 days･ Xylo s e, ribose a nd salicin w erein cluded in the fo rmer grO up, a nd
tr ehalos e a nd cellobiosein thelatte r. Suga r c o n s u mptlOn refle ctedthe rate of bacterialgrow th. In 2
-daycultu r e, glu cos e w as
co mpletely c ons um ed, While,in slowly ferme nted s uga rs, 37
-5 1 %ofe a ch ofthe sugarS re m ained in the for m e rgroup and
m or ethan 85% in thelatter. In 7-dqycultu re,in s alicin,1 00 %w a s c o ns um ed a nd in others17-5 8 %rem ained･ Inthe m edium
with gluc ose, the total am o unt of a cids, Which we r e m eas u r ed by gas chro m atography,in c r e a s ed in a c c o rda n ce with the
in c ubation period to2 days but didn otin c re ase a ny furtherin the 7 day･ In the slowly fe rm e nted suga rs, ho w e v e r, the
a mou ntsin the 7-day c ultu re w e r e m o re than tho s ein the 2- day cultu re a nd even more tha nthatin the 7- day cultu r ein
glu cos e･ In the analysis of individu al a cidprodu ction ,lactic a cidw a sdete cted in meas u r able a m o u ntsin the m ediu m with
gluc osebut n otin that with slo wlyfer m e ntedsuga rs･ A m m o nia w asproduc ed in m u chgre ater am O u ntSin slowlyfe r m e nted
SugarSin co mpariso n withthatin gluc o se . A r elatio n shipbetw e e n△ a cidc o n c e ntr ation(atotalc on centra tion ofacids min us
COn Centration ofam m o nia)a ndpH in cultur e s wasfou nd. T he r egr e ssio n equ atio n w as mor e si mi 1a rt o asim ulatio n c u rv ein
C ultu r e s with glu c o s etha nin tho s e with slo wly ferm ented s uga rs. Fu rthe r, ge n etic toxige nicity(to xin A a nd toxin B) w a s
e x a min ed by P C R withprim e r sets spe cific fo r r e spe ctiv eto x･in A ge n eandtoxin B ge n e, a ndthe relatio n shipbetw e e ngen etic
to xlge n lClty and suga rfe rm e ntation w a s a n alyz ed･ Fifty
-nin e o utofcytotoxiclty
-
PO Sitiv e6 0strain s sho wed apo sitiver e a ctio n
to bothto xin A and to xin B ge n e s a nd the rem ain lng O n e Str ain apositiv e re actio n o nly to to xin A ge n e･ A llcytotoxiclty
-
n egative 40strain ssho w ed a negativ e rea c tion to both to xin A and Bge n e s･ T her efo re, it w a s sho wn thata r elation ship
betw e e n s o rbitol-fe r m e ntl ng PrOPe rty a ndto x lge nic lty e Xistsin ge n etic to x lge nic lty a S W el a sinphe netictox lge niclty･
